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(57) Abstract 

Process for the production of products having Kicuti.iI activity and capable of converting glycerol into 1,3-propanediol. 
The invention consists in firstly producing bacterial siiam^ or species which ferment glycerol from anaerobic microbial habitats 
present in nature and enriching by discontinuous fermentation said precultures. The products having bacterial activity are then is- 
olated used to convert glycerol by fermentation into 1 .3- propanediol. The invention is characterized in that the conversion results 
in high yield and in that the biosynthesis of 1,3-propanediol prevents the formation of a large number of by-products. 

(57) Abrege 

Procede pour 1'obtention de produits a activite hacierienne capable* de transformer le glycerol en 1.3-propanediol. L'inven- 
tion consiste a obtenir d'abord des souches ou cspeccs bacterienne* lermentant le glycerol a partir dhabitats microbiens anaero- 
bies presents dans la nature. A partir des precultures actKev on realise une etape d'enrichissement en fermentation discontinue, 
puis on isole les produits a activite bacterienne pour effect uer l.i u'lniT^utn du glycerol par fermentation en 1,3-propanediol. Le 
rendement de la conversion est eleve et la biosynthese du I .. ; propanediol e\ ite la formation d'un nombre eleve de sous-produits. 
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Procede pour l'obtention de produits a activite 
bacterienne, capables de transformer le gly cerol en 

1 , 3 -propanediol , souches correspondantes et 

application a la production industrielle de 1,3- 
5 propanediol « 

La presente invention concerne la production de 
i,3- propanediol par fermentation de glycerol . Elle a 
plus particulierement pour objet l'obtention de 
produits a activite bacterienne, capables de 

10 transformer le glycerol en 1,3- propanediol et leur 
application a la production industrielle de 1,3- 
propanediol . Les produits a activite bacterienne 
obtenus selon 1 ' invention sont des populations 
microbiennes representees par des ecosystemes 

15 anaerobies de digesteurs de residus agro-industriels , 
de sediments et de boues, ou de nouvelles souches 
pures issues de ces milieux . Parmi ces dernieres , on 
peut notamment citer : Enterobacter aaalomerans , 
biogroupe V et Clostridium butvricum . 

20 L* invention a encore pour objet la production 

industrielle de 1 , 3-propanediol a partir de glycerol 
de co-produits et residus de transformation de 
matieres d'origine vegetale ou animale, et en 
particulier les co-produits de distillation d'alcool 

25 d f origine agricole (ethanol industriel ou bioethanol, 
alcools de bouche et eaux de vie , et substances 
analogues ) . 

Le 1 , 3-propanediol ou trimethyleneglycol est un 
produit de base pour la synthese des polyurethanes et 
30 des polyesters , qui se substitue avantageusement aux 
matieres premieres actuellement utilisees, comme 
1 1 ethyleneglycol , le 1 , 2 -propanediol et le 1,4- 
butanediol, grace aux caracteristiques qu'il confere 
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aux produits obtenus : resistance des fibres , 
elasticity , resistance a la lumiere, a la corrosion, 
... II s'utilise egalement comme additif dans la 
preparation de produits agro-alimentaires , et 
5 pharmaceutiques ( agent humectant par exemple ) dans 
les aliments pour animaux, le tabac, les preparations 
pharmaceutiques .... 

La synthese chimique de 1 , 3-propanediol 
s'effectue a partir de l'acroleine, matiere tres 

10 toxique , et issue de sources fossiles . Elle 
necessite plusieurs etapes : deshydratation en 
hydroxypropanal puis hydrogenation catalytique, 
mettant en oeuvre des reactions delicates a realiser 
et dont les principaux inconvenients sont les risques 

15 dus a I'acroleine et aux produits secondaires, les 
conditions strictes de synthese , la contamination 
eventuelle du produit fini par des substances 
toxiques, ce qui reduit les usages du 1 , 3-propanediol . 

La formation de 1 , 3-propanediol a ete mise en 

20 evidence ces dernieres annees chez quelques bacteries 
anaerobies facultatives et strictes, se developpant a 
partir de glycerol comme substrat carbone . Mais le 
nombre de bacteries produisant du 1 , 3-propanediol et 
les connaissances sur les conditions de production 

25 sont encore restreints. En effet, seulement trois 
genres principaux sont connus : Clostridium , 
Klebsiella , Citrobacter , choix reduit qui limite les 
possibilites d 1 amelioration de la production. 

Les premiers travaux relatant la formation 

30 microbienne de 1 , 3-propanediol ont ete presentes par 
Magazanik et col., 1954 , (J. Bacterid., 66, 611- 
619), chez Klebsiella pneumoniae , bacterie anaerobie 
facultative . La voie metabolique de biosynthese du 



WO 93/25696 




PCT/FR93/00568 



1 , 3-propanediol a ete ulterieurement caracterisee par 
Forage et Foster, 1982, ( J. Bacteriol., 149, 413-419 
) , et elle comprend deux etapes enzymatiques 
effectuees par une glycerol-deshydratase a coenzyme'-- 
5 B12 dependante et une 1 , 3-propanediol oxydoreductase a 
NAD • Le rendement de conversion du glycerol comme 
monosubstrat en 1/3- propanediol est chez cette 
bacterie d' environ 40-45 % ( poids/ poids) . Les 
autres produits formes par la bacterie a partir du 
10 glycerol sont : 1' acetate, le lactate, I'ethanol, le 
2,3- butanediol . 

Dans le genre Citrobacter, une espece a ete 
decrite comme formant du 1 , 3-propanediol ; Citrobacter 
freundii (Homann et col., 1990, Appl . Microbiol. 

15 Biotechnol., 33, 121-126). Le rendement de conversion 
a partir de glycerol comme monosubstrat est proche de 
50% ( poids /poids) , avec formation preponderante 
d f acetate comme principal co-produit fermentaire, 
ainsi que des produits secondaires comme I'ethanol et 
20 le lactate . A la connaissance du demandeur , les 
seuls micro-organismes anaerobies stricts cites dans 
la litterature fermentant le glycerol en 1,3- 
propanediol appartiennent au genre Clostridium et les 
especes sont : C. acetobutylicum, C. bei jerinckii , C. 
25 butylicum, C. butyricum, C. kantontoi . 

Comme document illustrant I'etat de la 
technique dans le domaine de l 1 invention, on peut 
egalement citer la demande de brevet EP-A-0 361.082 
qui decrit un procede de selection de souches 
30 bacteriennes disponibles, en particulier dans des 
collections de cultures, pour leur aptitude a 
transformer le glycerol en 1 , 3-propanediol . Selon ce 
procede, on realise une fermentation dans des 
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conditions habituelles, en presence d'une des souches 
a selectionner, d'une solution de glycerine a 5% comme 
seule source de carbone . On selectionne les souches 
qui procurent le meilleur rendement de transformation 
5 en 1,3- propanediol. 

On connait aussi un procede de selection de 
souches a partir d 1 echantillons de paille en 
decomposition et de compost . Neanmoins ce procede 
decrit par Biebl et al . (1991/ Appl. Microb. Biol., 

10 36, n°5, 592-597) presente 1 ' inconvenient notable de 
necessiter une pasteurisation des echantillons avant 
leur mise en culture . Seuls les microorganismes 
sporules survivent a cette operation tandis que de 
norabreux genres , tels que Citrobacter et Klebsiella, 

15 sont detruits . 

Ce procede elimine ainsi avant l'etape de 
selection des micro-organismes pouvant presenter- des 
caracteristiques interessantes . II est done tres 
specifique et ne permet la selection que dans une 

20 gamme restreinte de micro-organismes. 

On notera de plus que ce document ne mentionne 
l'isolement de souches qu ' a partir d* habitats , tels 
que de la paille en decomposition ou du compost, ou 
les organismes sont en presence d'air et non a partir 

25 d f habitats anaerobies. 

A partir de glycerol comme seul substrat 
carbone, la voie fermentaire chez Clostridium conduit 
respectivement a : 

la synthese de 1 , 3-propanediol , voie 

30 assurant la regeneration des coenzymes reduits 
( NADH ) , 

la formation de metabolites : butyrate, 
acetate, ethanol, butanol, acetone, dioxyde de carbone 
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et hydrogene , en proportion variable selon les 
especes et les conditions, mais qui resultent 
directement ou indirectement des voies obligees de 
production d'energie (ATP) generant egalement les 
5 coenzymes reduits . Les tentatives d'apport de co- 
substrats carbones, tels les oses, pour favoriser les 
voies de production d'energie et orienter 
pref erentiellement la synthese du 1 , 3-propanediol a 
partir de glycerol, conduisent a 1 1 accumulation de ces 
10 produits secondaires, facteurs potentiels d' inhibition 
des bacteries ( Biebl M . , 1991, Appl. Microb. Biol., 
35, 701-705) . 

Les conditions de mise en oeuvre de ces souches 
bacteriennes , en cultures pures anaerobies, 
15 constituent des handicaps a l'echelle de la production 
de 1 , 3-propanediol en condition industrielle • II est 
en effet indispensable d'operer dans des conditions*,de 
steriiite pour eviter les contaminations, d'acclimater 
les souches aux milieux de production et d' adapter les 
20 compositions et parametres des milieux . En outre , 
les produits de reaction sont sensibles aux 
inhibiteurs du milieu fermentaire, initialement 
presents ou formes • 

L 1 invention concerne l'obtention de bacteries 
25 anaerobies facultatives et strictes fermentant le 
glycerol et la production de 1 , 3-propanediol par des 
especes et des souches nouvellement decrites et 
obtenues, en cultures pures ou mixtes . Ce procede est 
destine a la production de 1,3- propanediol 
30 principalement a partir du glycerol contenu dans des 
substances issues de procedes industriels de 
transformation de matieres d f origines vegetales , ou 
de milieux a base de glycerol purifie. 
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Jusqu • a present , a la connaissance du 
demandeur , aucun procede de production de 1,3 
propanediol n*a fait reference a des methodes 
d'obtention, d' isolement et d'utilisation des souches 
5 microbiennes a partir d 1 habitats microbiens 
anaerobies, Le nombre restreint de souches de 
collection productrices de 1,3 propanediol entraine 
des difficultes d f acclimatation des souches a des 
milieux aussi varies que ceux d'origine industrielle - 

10 Sous un premier aspect, la presente invention a 

pour objet un procede pour l'obtention de produits a 
activite bacterienne, capables de transformer le 
glycerol en 1,3- propanediol, ledit procede comprenant 
les etapes de (a) preculture de populations 

15 anaerobies, issues d' habitats microbiens anaerobies, 
ladite preculture etant realisee dans des conditions 
anaerobies sur milieu nutritif tamponne , contenant du 
glycerol comme seule source de carbone , (b) isolement 
des precultures microbiennes actives capables de 

20 fermenter le glycerol (c) enrichissement par 
fermentation discontinue desdites precultures dans un 
reacteur anaerobie , sur milieu nutritif a base de 
glycerol comme substrat et a pH regule (d) isolement 
des produits a activite bacterienne capables de 

25 transformer le glycerol en 1 , 3-propanediol . 

L* invention part de 1 1 observation selon 
laquelle la fermentation du glycerol en 1,3- 
propanediol est une etape prealable principale de la 
degradation qui prend place dans des ecosystemes 

30 anaerobies . 

La presente invention consiste a obtenir des 
produits a activite bacterienne , et en particulier 
des souches pures bacter iennes , fermentant le glycerol 
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a partir d' habitats microbiens anaerobies representes 
par exemple par des digesteurs anaerobies, des 
sediments de milieux naturels (sols, et autres ) et 
de boues de bassin de stockage d' effluents . 
5 Selon 1 ' invention, des precultures de 

populations anaerobies issues d' habitats microbiens 
anaerobies sont realisees en conditions anaerobies sur 
milieu nutritif tamponne, a base de glycerol comme 
seule source de carbone et d'energie, dans le but de 
10 favoriser le developpement des souches capables de 
fermenter le glycerol, A partir des precultures 
actives , une phase d 1 enrichissement est effectuee en 
fermentation discontinue ( batch ) en reacteur 
anaerobie, sur milieu nutritif a base de glycerol 
15 comme substrat , et a pH regule. 

Les conditions pratiques de pH varient selon la 
nature des microorganismes isoles . Des pH compris 
entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 7,5 se sont 
averes les plus appropries . 
20 Durant la phase de. consommation du glycerol par 

la culture enrichie en microorganismes fermentant le 
glycerol, I'isolement de souches bacteriennes est 
opere a partir de prelevements en anaerobiose, et 
mettant en oeuvre une methode de dilution des 
25 populations puis un etalement sur boites de Petri 
selon une technique de simple ou double couche de 
milieu de culture gelose , permettant de respecter les 
conditions anaerobies adaptees aux germes anaerobies 
facultatifs ou stricts. 
30 La presente invention concerne les produits et 

bacteries ainsi obtenus, a partir de sources 
microbiennes anaerobies capables de produire du 1,3 
propanediol, et qui appart iennent en particulier aux 
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especes suivantes : Enterobacter agglomerans , 
Clostridium butvricum , Citrobacter amalonaticus . 

Sous un autre aspect/ 1* invention concerne 
egalement de nouvelles souches bacteriennes 
5 identifiees par leur numero de depot aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
I'Institut Pasteur ( CNCM) , 25, rue du Docteur Roux 
, PARIS, a savoir : 

- la souche Enterobacter agclomerans , biogroupe 
10 V (souche PPDAF- INRA ) , deposee sous le N* 1-1210 
le 20 Mai 1992, 

la souche Clostridum butvricum ( souche 
PPDAS- INRA), deposee sous le n* 1-1211 le 20 Mai 
1992, 

15 - la souche Citrobacter amalonaticus ( souche 

GAF -INRA) deposee sous le n° 1-1212 le 20 Mai 1992. 

Sous encore un autre aspect de 1' invention , le 
procede de production de 1 , 3-propanediol comprend la 
mise en oeuvre des produits a activite bacterienne, 

20 que ce soit en cultures pures - en particulier des 
bacteries Enterobacter agglomerans , Clostridium 
butvricum , ou en cultures mixtes d ' ecosvstemes 

anaerobies qui contiennent au moins une des especes ou 
souches des bacteries : Enterobacter agglomerans , 

25 Clostridium butvricum , Citrobacter amalonaticus . 

Le procede selon l f invention peut utiliser 
l'espece bacterienne Enterobacter agglomerans et plus 
particulierement la nouvelle souche Enterobacter 
agglomerans pour la production de 1 , 3-propanediol a 

30 partir de glycerol comme seule source de carbone 
assimile, espece nouvellement decrite pour sa capacite 
a fermenter le glycerol en 1 , 3-propanediol • La mise en 
oeuvre des souches Enterobacter agglomerans est 
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realisee en conditions d* anaerobiose sur milieu de 
culture contenant du cobalt et en particulier sur 
milieu mineral additionne de 0,45 mg/1 de cobalt et 
avec controle et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de - 
5 preference a pH 7, dans une gamme de temperature 
situee entre 28 et 40°C environ. 

La nouvelle souche Enterobacter a gglomerans se 
caracterise par un rendement de production de 1,3- 
propanediol d'au moins 74 mM pour 100 mM de glycerol 

10 consomme et une productivity volumique d'au moins 2 g 
de propanediol par litre et par heure en phase active 
de fermentation ( glycerol a 2%). L'analyse du profil 
fermentaire revele que la biosynthese de 1,3- 
propanediol s'accompagne de la formation ex-lusive 

15 d f acide acetique comme co-metabolite majeur dose dans 
la phase aqueuse, ce qui constitue un moyen de 
simplifier la phase de purification . La souche montre 
de plus un caractere gazogene peu eleve a partir de 
glycerol. 

20 L* ensemble des caracteristiques relatives aux 

conditions et performances fermentaires du glycerol en 
1 , 3-propanediol decrites ci-dessus : rendement tres 
eleve, forte productivity , acetate comme seul co- 
produit accumule , conferent au procede selon 

25 ' l f invention mettant en oeuvre l'espece Enterobacter 
aaQlomerans et plus particulierement la nouvelle 
souche Enterobacter agglomerans , des meilleures 
possibilites d 1 utilisation pour la production de 
propanediol a partir de glycerol comme source de 
30 carbone assimilable, en vue de 1 1 application 
industrielle a des solutions de glycerol purifie ou 
contenu dans les eaux de procedes de transformation de 
matieres organiques renouvelables. 
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Dans le procede selon 1' invention on peut 
egalement utiliser la nouvelle souche Clostridium 
butvricum, pour la production de propanediol a partir 
de glycerol present dans des sous-produits d'origine 
5 agro-industrielle ou a partir de glycerol purifie, 
selon les conditions de fermentation suivantes : 

- anaerobiose stricte - purge du milieu par 
flux d' azote, ajout de composes reducteurs , 

- pH regule a des valeurs comprises entre 5 et 
10 8 et de preference entre 6 et 7,5, 

temperature : situae entre 32 et 40°C, 
environ, notamment voisine de 37 °C. 

Le milieu de fermentation contient des elements 
mineraux cofacteurs de I'extrait de levure et du 
15 glycerol a des concentrations comprises entre 15 et ■ 
200 g/1. 

II peut contenir en outre d'autres substances 
organiques soit non assimilees, soit capables d'etre 
utilisees en tant que co-substrat. 

20 Les rendements de conversion du glycerol en 

1 , 3-propanediol obtenus sur milieu d'origine 
industrielle sont semblables a ceux determines en 
milieu synthetique : 64 % et 57% respectivement ( 
rendement moiaire ) - 

25 Dans les conditions conformes a l 1 invention, la 

production de propanediol a partir de glycerol comme 
seul substrat carbone , par Clostridium butvricum est 
realisee pour une concentration initiale en glycerol 
allant jusqu'a 200 g/1, de preference entre 65 et 180 

30 g/1, avec une productivity volumique comprise entre 
4,5 et 2,3 g de propanediol par litre de fermenteur et 
par heure , durant la phase active de fermentation. 

Alors que les souches du genre Clostridium 
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fermentant le glycerol en 1 , 3-propanediol repertoriees 
dans la bibliographie produisent un grand nombre de 
sous-produits : acetate, butyrate , ethanol, lactate, 
. le procede selon 1 • invention conduit a la 

5 formation d'un seul co-metabolite majeur , l'acide 
butyrique pouvant faciliter les operations ulterieures 
de recuperation du 1 , 3-propanediol . 

Le procede faisant l'objet de la presente 
invention peat mettre en oeuvre toute population 
10 microbienne anaerobie d'origine naturelle ou 
industrielle dans laquelle la presence de l'espece 
Enterobacter acalomerans ou de Clostridium b utvricum 
est demontree, 

Ce procede de production de propanediol a 
15 partir des populations mixtes ainsi definies, permet 
une simplification de la mise en oeuvre des 
fermentations par diminution du risque de 
contamination . 

La production de 1 , 3-propanediol est effectuee 
20 a pH compris entre 5 et 8, et de preference entre 6,5 
et 7, pour une concentration en glycerol comprise 
entre 20 et 125 g/1. A 37 *C , et a pH 6,5, le 
rendement optimal de conversion du glycerol en 
propanediol est de 66,7 %, lorsque la fermentation est 
25 realisee avec 2% de glycerol. La plus forte 
productivite obtenue pour une culture a 50 g/1 de 
glycerol est de 2,4 g/l/hr. 

L' invention sera encore illustree sans etre 
aucunement limitee par les exemples qui suivent : 
30 EXEMPLS 1; 

Qbtention et iso] °ment de souches bacteriennes 
a oartir de flores micrcoiennes anaerobies fermentant 



le glycerol en 1 , 3-prooanediol 
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A partir d'une flore microbienne prelevee dans 
des habitats anaerobies tels les digesteurs anaerobies 
d'effluents de distilleries, d' agro-industries , ainsi 
que des milieux anaerobies comme des sediments et des 
5 boues de sites recepteurs d'effluents, l'obtention des 
souches pures bacteriennes fermentant le glycerol est 
realisee selon le protocoie suivant. 

Une fiole type penicilline, contenant 120 ml de 
milieu mineral tamponne et du glycerol ( 20 g/1 ) , 

10 est inoculee par 10 ml de la suspension bacterienne et 
incubee selon les conditions citees a l'exemple 3, En 
phase fermentaire du glycerol, controlee par analyse 
en HPLC, 90 ml de la suspension sont preleves pour 
inoculer un reacteur anaerobie, contenant 0,9 1 de 

15 milieu de culture decrit ci-dessus . Durant la phase 
de production de propanediol observee par analyse 
HPLC, 1 ml de culture microbienne anaerobie du 
reacteur est preleve en condition aseptique et 
anaerobie ( seringue purgee a 1 ' azote ) pour inoculer 

20 un tube a bouchon a vis muni d'un septum, contenant 9 
ml d'eau physiologique anaerobie sterile. 

A partir du tube, des dilutions successives 
d'un facteur 10 sont realisees de tube en tube • Pour 
chaque tube de dilution de 10^ a 10 6 , deux boites de 

25 Petri sont preparees : milieu brewer's ( Merck) en 
simple couche et milieu brewer's en double couche pour 
isolement des microorganismes anaerobies stricts . 
L' incubation se deroule en jarre anaerobie, purgee a 
1' azote , et maintenu sous anaerobiose par un 

30 dispositif " Anaerocult " de la Societe Merck a 37 *C . 

Apres 48 h , les colonies sont prelevees et inoculees 
en tube de milieu glycerol (A) pour examen et 
identification apres 24 h de culture selon les 
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criteres et methodes cie microbiologie preconises pour 
les microorganismes anaerobies stricts et facultatifs. 
Selon cette methcde trois souches : 

- Enterobacter agglomerans, bicgroupe V 
5 - Clostridium butyricuni 

- Citrobacter amalonaticus 

sont obtenues a partir des sources microbiennes 
suivantes : boues de digesteur anaerobie, boues et 
sediments de milieux naturels ( sols, lagunes, 

10 etangs), a partir desquelles la production de 1,3- 
propanediol est observee. 

Les deux souches : Enterobacter aaolomerans et 
Citrobacter amalonaticus , appartiennent a des especes 
bacteriennes , non connues dans ia litterature 

15 scientifique pour la fermentation du glycerol . La 
nouvelle souche de C. butvricum obtenue est differente 
des souches connues de l'espece par les profils 
fermentaires ( voir exemple 3)- 
EXEMPLE 2 ; 

20 Production de 1 , 3-propanediol a partir de 

glycerol par Enterobacter aqqlomerans. 

Le milieu nutritif utilise pour la croissance 

et la production de 1 , 3-propanediol par Enterobacter 

aqqlomerans est un milieu mineral enrichi en extrait 
25 de levure et en sel de cobalt, contenant du glycerol 

comme seule source de carbone et d'energie • 
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Composition du milieu de culture 



Kr^FO^ 


6 g 


J\2"^°4 r JH2O 


10,7 g 


(NK 4 ) 2 S0 4 


0,4 g 


MgSO^, 7H 2 0 


0,2 g 


caci2 


0,1 g 


C0C1 2 / 6H 2 0 


1,8 mg 


Extrait cie levure 


1 g 


Solution minerale 


1 ml 


Glycerol 


20 g 


K2O distillee qsp 


1 1 


Solution miner 


ale 


EDTA 


5 g 


H3BO3 


0,124 g 


MnCl 2 / 4H2O 


0,03 g 


C0C1 2/ 6H 2 0 


0,02 g 


FeS0 4 , 7H 2 0 


2 g 


ZnS0 4/ 7H 2 0 


0,1 g 


NaMo0 4 , 2H 2 0 


0,03 g 


NiCl 2/ 6H 2 0 


0,02 g 


Solution minerale ( 


suite) 


CuCl 2/ 2H 2 0 


0,01 g 


H 2 0 distillee qsp 


1 1 



Le milieu est porte a ebullition puis refroidi 
25 sous azote . Apres autoclavage, il est reduit par 
ajout d'une solution de L-cysteine a 20 gl' 1 ( 0,5 % 
vol/vol ) . 

La pre-culture ( 90 ml) inoculee a partir de 
tubes de conservation ( 10 ml ) est realisee en flacons 
30 penicilline anaerobies, a 37°C. Apres 36 h 
d 1 incubation, 1 * inoculum active est transfere dans un 
reacteur anaerobie de 1 1 precedemment decrit, 
contenant 904,5 ml de milieu reduit a 2 % de glycerol 
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et purge a 1' azote gazeux. 

La fermentation se deroule a 37'C , a pH regule 

a 7. 

Le glycerol est exclusivement convert! par 
5 Enterobacter aoolomerans en 1, 3 -propanediol et acetate 
en tant que metabolites hydrocarbones avec des 
rendements molaires respectifs de 74 mM de PPD et de 
24 mM d* acetate formes a partir de lOO mM de glycerol 
consomme . Les resultats sont rassembles a la figure 1 

10 qui est un . diagramme illustrant le profil de 
conversion du glycerol par Enterobacter a aalomerans, 
dans lequel on a porte, en abscisses, la duree de 
conversion exprimee en heures et en ordonnees , 
respectivement sur l'axe de gauche la quantite de 

15 bicmasse exprimee en g/1 et sur l'axe de droite les 
quantites de glycerol et de produits formes (1,3- 
propanediol et acetate) , exprimees en mM. 

La productivity volumique maximale en 1,3- 
propanediol est de 1,98 g de PPD/l/h, ce qui se 

20 traduit par une duree de fermentation de 12 heures. 
EXEMPLE 3: 

Production de 1 , 3-propanediol oar Clostridium 
butvricum. 

Clostridium butyricum est mis en culture 
25 pendant 24 heures sur milieu mineral fortement 
tamponne a base de glycerol dont la composition est 
decrite ci-dessous. L* incubation se deroule dans des 
flacons de type penicilline, hermetiquement clos , de 
120 ml , cjn conditions anaerobies strictes 
30 (atmosphere d 1 azote, ajout de composes reducteurs dans 
le milieu apres autoclavage ) a 37 °C Le taux 

d 9 ensemencement est de 10% vol/vol. 

Ces precultures sont ensuite utilisees pour 
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inoculer des fermenteurs de 1 1 ( ajout de 90 ml de 
pre-culture dans 900 ml de milieu nutritif sterile ) 
, maintenus en conditions anaerobies ( utilisation 
d f azote en phase gazeuse ) et munis de systemes de 
5 regulation du pH (ajout controle de soude 2N) et de 
temperature ( circulation d'eau thermostatee ) . 

L'homogeneisation est assuree par agitation 
magnetique et un piege a oxygene a pyrogallol, place a 
1 ■ interface reacteur-atmosphere , permet d'eviter les 
10 entrees d' oxygene dans le reacteur . 

Les fermentations ont lieu a 37 *C , a pH 
controle a 6,5 sur milieu salin contenant 10 % vol/vol 



de glycerol. 

TABLEAU I 

15 Composition des milieux de culture 







(A) 


(B) 






milieu tamponne 


milieu pour 
reacteur pH 






j (fiole) 


regule 


20 


K 2 HP0 4 


| 3,4 g 


ig 




KH 2 P0 4 

CaC0 3 

(NH 4 T 2 S0 4 


[ 1,3 g 


0,5g 




1 2 g 


O 




2 g 


2g 




MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


O f 2g 


25 


CaCl 2 , 2H 2 0 


20 mg 


20mg 




FeS0 4 , 7H 2 0 


5 mg 


5mg 




Extrait de 


1 g 


i ig 




levure 








Glycerol 


20 g 


20 a 200g 


30 


H 2 0 distillee qsp 1000 ml 


QSP 1000 ml 



Le milieu tamponne (A) est porte a ebullition, 
reparti dans des fioles hermetiquement bouchees 



(bouchon butyl et capsule metallique) et refroidi sous 
azote avant autoclavage. 
35 Les reacteurs, apres autoclavage, sont 

refroidis sous flux d 1 azote pour eviter la dissolution 
d 1 oxygene dans le milieu. Les solutions reductrices et 
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vitaminiques ci-apres sont ensuite ajoutees ( a 2% et 

4% volume /volume respectivement ) dans ces milieux . 

Solution reductrice 

6,25 g de L-cysteine et 6,25 g de Na 2 S, 9^2° 
5 sont dissous dans 500 ml d'une solution de soude 0, 8 N 

prealablement desoxygenee. 

Solution vitaminiaue 

Biotine 5 mg 

Acide para-amino-benzoique 2 g 

10 Cobalamide 15 mg 

H 2 0 distillee qsp 100 ml 

Le profil de fermentation est presente a la 

figure 2 qui est un diagramme analogue a la figure 1 , 

etabli pour illustrer le profil de conversion du 
15 glycerol par Clostridium butvricum , les produits 

formes etant dans ce cas le 1 , 3-propanediol et le 

butyrate. Le rendement de la culture pure de 

Clostridium butvricum ( souche 1-1211) est de 57 mM de 

1 , 3-propanediol forme par 100 mM glycerol consomme. Le 
20 butyrate est le seul co-produit hydrocarbone detecte 

en phase aqueuse et represente moins de 7% de la 

quantite molaire de glycerol consomme . 

Lorsque la fermentation debute avec 65 g 

glycerol/1, la productivity maximale de conversion en 
25 1 , 3-propanediol est de 4,5 g/l/hr et la duree de 

fermentation est de 22 heures. 

EXEMPLE 4: 

Production de 1 , 3-orooanediol oar Clostridium 
butvricum a partir de residus industriels d'origine 
30 aaricole et alimentaire contenant du glycerol. 

Le microorganisme est pre-cultive en conditions 
d ' anaerobiose stricte, a 37 *C en fioles penicilline, 
sur milieu mineral fortement tamponne (A) decrit dans 
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l'exemple 3/ pendant 24 heures • Ces precultures sont 
ensuite utilisees pour inoculer un milieu d'origine 
industrielle dans lequel le glycerol est le compose 
organique majeur, represents par des effluents de 
5 distillation d'alcool d'origine agricole. 

Pour les fermentations presentees ci-apres, les 
co-produits disponibles industriellement sont prepares 
selon le protocole suivant : ajustement de la teneur 
en glycerol entre 14 et 15,8 g/1 par dilution du 

10 milieu et addition de facteurs nutritifs et salins 
(K 2 HP0 4 : 1 gl" 1 ; K 2 H?0 4 : 0,5 gl" 1 ; (NK 4 ) 2 S0 4 : 2 gl" 1 ; 
MgS0 4 , 7H 2 0: 0,2 gl" 1 ; C0C1 2 ,2H 2 0: 20 mg" 1 ; FeS0 4 , 
7K 2 0: 5 mgl' 1 ; 1 gl" 1 d'extrait de levure )• 

Les reacteurs anaerobies contenant 0/9 1 de 

15 milieu sont autoclaves et refroidis sous azote et 
reduits par addition de la solution reductrice citee a 
1 ' exemple 1 • 

L ' inoculation est effectuee par 90 ml de 
suspension bacterienne , et la fermentation est 
20 conduite a pH 6,5 avec regulation et a 37 a C« 
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10 



15 



20 



25 



30 



TABLEAU II 

Caracteristiques de la conversion de glycerol 
d'origine naturelle par Clostridium butyricum ( souche 
1-1211) • 



Origine du 
substrat 



Eau residuaire 
de distillerie 
n°l (vinasse de 
vin rouge) 



Eau residu- 
aire de dis- 
tillerie n'2 
(vinasse de 
vin blanc) 



concentration initiale 
en glycerol 



15,8 



g/1 



14g/l 



production de 
1 , 3-propanediol 



8,4 g/1 



6,6 g/1 



rendement molaire 

mole de PPD produit/mole 

de glycerol consomme 



0,64 



0,57 



EXEMPLE 5: 

Production 



de 



1 , 3-propanediol 



par 



une 



population microbienne de digesteur anaerobie d'eaux 
residuaires de distilleries de bio-ethanol , contenant 
les souches Clostridium butyricum ( scuche 1-1211) ou 
Enterobacter agqlomeransf souche 1-1210). 

La flore microbienne mixte anaerobie a ete mise 
en culture selon le protocole de preparation des 
fermentations decrit dans l'exemple 3. 

Le milieu de fermentation en reacteur anaerobie 
comprend du glycerol a concentration variable : entre 
20 et 125 % ( poids/volume) ; les cultures se deroulent 
a pK compris entre 5 et 8, et a 37'C. 

Les figures 3a et 3b montrent le profil de 
conversion du glycerol par la flore anaerobie de 
digesteur qui est une flore microbienne anaerobie 
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mixte . 

La figure 3a est un diagramme analogue aux 
figures 1 et 2 avec en ordonnees, a droite, les 
quantites en mM de glycerol et de " 1 , 3-propanediol 
5 formes , tandis qu'a la figure 3b l'axe des ordonnees 
a gauche montre les quantites en mM de gaz (C0 2 , H 2 ) 
formees et a droite , les quantites en mM de produits 
( 1 , 3-propanediol et butyrate ) formes. Le 1,3- 
propanediol est le principal produit forme par 

10 fermentation du glycerol par la population microbienne 
anaerobie , avec un taux de conversion tres eleve : 
66,7 mM de 1 , 3-propanediol forme a partir de 100 mM de 
glycerol consomme . La vitesse maximale de production 
de 1 , 3-propanediol ( productivity volumique ) est de 

15 2,3 g/l/hr, et pour une duree de fermentation de 11 
heures . Le propanediol forme n'est pas consomme et 
s'accumule au cours de la fermentation . L' acetate et 
le butyrate sont formes dans des proportions mclaires 
equivalentes pendant la phase de production de 1,3- 

20 propanediol, representant respectivement 7,4 et 6,6 % 
(mM) du glycerol consomme . Le C0 2 et 1 1 hydrogene sont 
les produits gazeux formes . 

Les effets des conditions de pH et de la teneur 
en glycerol ont ete illustres aux figures 4 et 5, 

25 respectivement » 

La figure 4 montre I'effet du pH sur le 
rendement molaire de production de 1 , 3-propanediol par 
la flore microbienne anaerobie mixte definie a 
l'exemple 5- 

30 II s'agit d'un diagramme dans lequel on a porte 

le pH en abscisses et , en ordonnees, le rendement 
molaire en 1 , 3-propanedio 1 , exprime en %. 

La figure 5 montre l f effet de la concentration 
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en glycerol sur la Vitesse maximale de production de 
1 , 3-propanediol pour la meme flore microbienne 
anaerobie mixte . II s'agit d'un diagramme dans lequel 
on a porte en abscisses la quantite de glycerol 
5 exprimee en g/1 et en ordonnees la productivity, 
exprimee en g/l/h, de 1 , 3-propanediol forme. 

D'un point de vue rendement de conversion du 
glycerol en 1 , 3-propanediol , le pH le plus favorable 
est compris entre 6,5 et 7; rendement de 66,7 % ( mM 

10 propanediol forme pour 100 mM de glycerol consomme ) . 
Mais la production de propanediol s'effectue a pH 7 # 5 
et jusqu'a pH 5, ou le rendement est encore superieur 
a 50%. Au niveau cinetique, la plus forte productivity 
est obtenue a pH 6,5 et pour une concentration 

15 initiale en glycerol de 50 g/1 : 2,4 g 1 , 3-propanediol 
forme par litre et par heure. 
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RE VEND I CAT I ONS 
I * Procede pour I'obtention de produits a 
activite bacterienne , capables de transformer le 
glycerol en 1 , 3-propanediol , ledit procede comprenant 
5 les etapes de : 

a) preculture de populations anaerobies , 
issues d* habitats microbiens anaerobies , ladite 
preculture etant realisee dans des conditions 
anaerobies sur milieu nutritif tamponne contenant du 

10 glycerol comme seule source de carbone, 

b) isolement des precultures microbiennes 
actives capables de feraenter le glycerol; 

c) enrichissement. par fermentation discontinue 
desdites precultures dans un reacteur anaerobie , sur 

15 milieu nutritif a base de glycerol comme substrat et a 
pH regule ; 

d) isolement des produits a activite 
bacterienne capables de transformer le glycerol en 
1 , 3-propanediol . 

20 2. Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce qu'a titre d 1 habitats microbiens 
anaerobies , on utilise des digesteurs anaerobies , 
par exemple d'effluents de distillerie, d'agro- 
industrie ou bien des milieux anaerobies tels que des 

25 sediments et des boues de sites recepteurs 
d'effluents. 

3. Procede selon I'une des revendications 1 ou 
2, caracterise en ce qu ' on regie le pH a une valeur 
comprise entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 

30 7,5. 

4. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
1 ' isolement des souches bacteriennes est opere a 
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partir de prelevements en anaerobiose, avec dilution 
des populations puis etalement sur boites de Petri sur 
milieux de cultures geloses , dans des conditions 
anaerobies . 

5 5. Produits a activite bacterienne, capables de 

transformer ie glycerol en 1 , 3-propanediol / 
susceptibles d'etre obtenus par le procede selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4. 

6. Produits selon la revendication 5, 
10 comprenant des bacteries Enterobacter aggl omerans , 

Clostridium butvricum cu Citrobacter am alonaticus, , 

sous forme de cultures mixtes d • ecosystemes 
anaerobies . 

7. Produits selon l'une des revendications 5 ou 
15 6 consistant en des bacteries appartenant a l'espece 

Enterobacter agglomerans • 

8- Souche Enterobacter agglomerans , inscrite a 
la CNCM sous le n° 1-1210 . 

9- Souche de Clostridium butvricum inscrite a 
20 la CNCM sous le n° 1-1211 . 

10. Souche de Citrobacter amalonaticus 
, inscrite a la CNCM sous le n' 1-1212. 

11. Application des produits / especes et 
souches a activite bacterienne selon l'une quelconque 

25 des revendications 5 a 9 / en vue de la conversion du 
glycerol par fermentation en 1 , 3-propanediol . 

12. Application selon la revendication 11, 
selon laquelle on utilise l'espece Enterobacter 
agglomerans , en particulier la souche Enterobacter 

30 agglomerans 1-1210, la conversion du glycerol en 1,3- 
propanediol etant realisee en condition d • anaerobiose 
avec controle et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de 
preference a pH 7, dans une gamme de temperature 
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situee entre 28 et 40°C environ . 

13. Application selon la revendication 11, dans 
laquelle on utilise la souche Clostridium butvricum I- 
1211 , la conversion du glycerol en 1 , 3-propanediol 

5 etant realisee en anaerobiose , avec pH regule entre 5 
et 8/ et de preference entre 6 et 7,5 , et a une 
temperature situee entre 32 et 40°C. 

14. Application selon la revendication 11 , 
dans laquelle on utilise une flore microbienne 

10 anaerobie mixte , en particulier une population 
microbienne contenant les especes Enterobacter 
aqglomerans et Clostridium butyricum et/ou les souches 
Clostridium butvricum 1-1211 et Enterobacter 
aqglomerans 1-1210, 

15 15* Appli: cation de produits a activite 

bacterienne selon la revendication 5, consistent en 
des populations bacteriennes mixtes fermentant le 
glycerol et produisant du 1 , 3-propanediol , lesdites 
populations contenant notamment la souche Citrobacter 

20 amalonaticus 1-1212 selon la revendication 10. 



WO 93/25696 



PCT/FR93/00568 




5 10 15 
Temps(h) 



150 

-B-Biomasse 
100 -0-GlycSrol 

-£r-1,3-propanediol 
-e-Acdtate 



Biomasse(g/l) Glycerol, produits(mM) 




g-Biomasse 
-0- Glycerol 

-A-1,3-propanediol 
200-o-Butyrate 



4 

WO 93/25696 ^ PCT/FR93/00568 



2/3 



3iomasse (g/i) Gly c^rol t 1 t 3-propanediol(m M) 




U 6 8 
Temps(h) 



-0-Glyc6rol 



10 12 
Propanediol -a- Biomasse 



C02,H2(mM) 



FIG.3Q 

Acetate, Butyrate(mM) 

20 




0 



2 

4-CQ2 



4 6 8 
Temps (h) 

■e- H 2-a— Ace' tate — G-Butyrate 

FIG.3b 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 93/25696 



* 



3/3 



7 q Rendement moiaire en propanediol (%) 



FIG.4 



PCT/FR93/00568 




Productivity (g/l/h) 




20 



50 75 100 
[Glycerol ] 

FIG.5 

FEUILLE OE REMPLACEMENT 



125 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT * International application No. 



[AJ2QNAL SEARCH REPORT Jf 

• 1 



* PCT/FR93/00568 



CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

'C 5 : C12P 7/18; //(C12F 
According to International Patent Qassiftcation (IPC) or to both national classification and IPC 



IPC 5 : C12P 7/18; //(C12P 7/18, C12R 1:01, C12R 1:145) 



FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 5 : C12P; C12R 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practicable, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 


Citation of document, with indication, where aooroDriate of the relevant na$j___tp<; 


Relevant to claim No. 


X 


APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY. 

Vol. 36, No. 5, February 1992, SPRINGER 

INTERNATIONAL. 

pages 592 - 597 

H. BIEBL ET AL. "Glycerol conversion to 1, 
3-propanediol by newly isolated Clostridia." 
see abstract 

see page 593, column 1, paragraph 4 

see page 596, column 1, last paragraph - page 597, 

column 1 , last paragraph 


1-3 


A 


APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY. 

Vol. 36, No. 3, December 1991, SPRINGER 

INTERNATIONAL. 

pages 289 - 294 

B. GUNZEL ET AL. "Fermentative production of 
1 , 3-propanediol from glycerol by Clostridium 
butyricum up to a scale of 2m3." 
see the whole document 

./. 


1 ,9 



I Further documents are listed in the continuation of Box C. | { See patent family annex 



Special categories of cited documeots: 

"A" document de Going the general state of the an which is oot considered 
to he of particular relevance 

*"E" earlier documeot but published oo or after the international GJing date 

"L" document which may throw doubts on priority claimis) or which is 

cited to establish the publication date of another caution or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

'P" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 



later document published after toe international (limp date or priority 
date and not in conflict with the application but cited lo understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document ts taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the documeni is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the an 

documeot member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

20 August 1993 (20.08.93) 


Date of mailing of the international search report 

14 September 1993 (14.09.93) • 


Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsimile No 

Form PC I/IS A/? Hi t cPrnnH cU_.\ /I..U. 1QOO\ 


Authorized officer 
Telephone No. 



INTERNATl^HML SEARCH REPORT 



lational application No. 

PCT/FR93/00568 



C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



EP, A, 0361082 (HENKEL KOMMANDITGESELLSCHAFT AUF 
AKTIEN) 
4 April 1990 

(cited in the application) 



Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. 9300568 

SA 75451 



This annex tuts the patent family members relating to the patent documents cited La the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 20/08/93 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



EP-A-0361082 



04-04-90 



Patent family 
mctnber^s) 



Publication 
date 



DE-A- 
DE-A- 
JP-A- 



3829618 
3924423 
3065192 



15-03-90 
31-01-91 
20-03-91 



For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



RAPPQRT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demande Iotcnntioii 



»QR7 



I ALE 

W- 

ueTCras] 



PCT/FR 93/00568 



I. CL J5SEMENT DE L1NVENTION (si {STsieurs sym boles de classification soot applicable*, les IndiqueTCras) 
Sdoo la classification Internationale des brevets (OB) on a la rbis sdoo la dassificatioo nationale et la CIB 



CIB 5 C12P7/18; 



//(C12P7/18,C12R1:01,C12R1:145) 



n. DOMAIN ES SUR LES QUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consuttee* 



System e de dassificatioo 



Sym boles de dassificatioo 



CIB 5 



C12P ; 



C12R 



Documentation consultee autre que la documentation minimal e dans la mesure 
ou de tds documents font partie des domaines sur lesquds la recherche a porte? 



m. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 1 



Categorie c 



Identification des documents cites, avec indication, si necessaire/2 
des passages pertinents u 



No. des revendi cations 
visees 14 



APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 
vol. 36, no. 5, Fevrier 1992, SPRINGER 
INTERNATIONAL, 
pages 592 - 597 

H. BIEBL ET AL. 'Glycerol conversion to 

I, 3-propanediol by newly isolated 
Clostridia. 1 

voir abrege 

voir page 593, colonne 1, alinea 4 

voir page 596, colonne 1, dernier alinea 

- page 597, colonne 1, dernier alinea 



1-3 



° Categories spedales de documents cites: 11 

*A* document definissant I'etat general de la technique, non 
eonsidere comme particullerement pertinent 

T* document anterieur, mals public a la date de depot interna- 
tional ou apres cette date 

If document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou dte pour determiner ia date de publication d'une 
autre d taboo ou pour une raison spedale (telle qifindiquee) 

'O' document se referant a une divulgation orale, a un usage, A 
une cxposttioo ou tous autres moyens 

T* document public avaot la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document utterieur publie posterieurement i la date de depot 
International ou a la date de priorite et n'appartenenant pas 
a I'etat de la technique pertinent, mais dte pour comprendre 
le prindpe ou la theorie constituant la base de riovention 

*X m document particullerement pertinent; ^invention revendl- 

See ne petit etre considered comme nouvelie ou comme 
pliquant une activite Inventive 
*Y* document parti cull erem en t pertinent; ^Invention reven- 
diquee ne peut etre consider** comme impliquant une 
activite Inventive lorsque le document est as sod e a un ou 
plusieurs autres documents de meme nature, cette combi- 
oaison etant evidente pour une person ne du metier. 
'Sl* document qui fait partie de la meme rami lie de brevets 



IV. CERTIFICATION 



Date a laqueile la rechcrcbe Internationale a ete effectivement achevee 

20 AOUT 1993 



Date fexpedition du present rapport de recherche International* 

] 4 -09- 1333 



Administration charge* de la recherche Internationale 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Signature du fonctionnaire autorise 

BEVAN S.R. 



FimUn PCT/tSAmO(*uUm> (JtBitv 1*15) 




PCT/FR 93/00568 



(SUITE DES SENSEIGNEMENTS INDIQUES SUE LA 
m. DOCUMENTS CONS ID EKES COMME PERTINENTS 14 DEUXIEME FEUDLLE) 



Categoric ° 


Ideotificatioa des documents cites, ** avec indication, si necessaire 
dcs passages pertinents 17 


No. ta raven dkatxoos 

vista" 


A 


APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 
vol. 36, no. 3, Decembre 1991, SPRINGER 
INTERNATIONAL, 
pages coS c3* 

B.GUNZEL ET AL. 'Fermentative production 
of 1,3-propanediol from glycerol by 
Clostridium butyricum up to a scale of 
2m3.' 

voir le document en entier 


1.9 


A 


EP,A,0 361 082 (HENKEL 
KOMMANDITGESELLSCHAFT AUF AKTIEN) 
4 Avril 1990 
cite dans la demande 





FvwUtn PCT/t&Ay2tO<talik t*t\ii»mt\\ti (Octet** 1*1) 



r 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERN^IONALE 
RELATIF A LA DEMAND E INTERNATIONALE NO. PR 930056& 

SA 75451 

inexe indique les membres de la famiilc de brevets rdatifs mux documents brevets cites dans le rapport de "' 
iccbeicht intemationale vise ct-dessus. 

Lesdits membres soot contemts au fictuer tnformatxque de I'Omcc europeen des brevets a la date du 

Les rensetgnemcnts fburms sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la respoosabilite de l'Ofncc europeen des brevets. 20/08/93 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Memhre(s) de la 
ramule de brevea» 


Date de 
publication 



EP-A-0361082 



04-04-90 



DE-A- 
DE-A- 
JP-A- 



3829618 
3924423 
3065192 



15-03-90 
31-01-91 
20-03-91 



i 
s 

o 

Ob 

O 
a. 



Pour tout 



agDcment concernant cette annexe : voir Journal Offictei de I' Office europeen des brevets, No. 12/82 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



